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@ Verfahren zur Induzierung von Zellwachstum durch Verwendung geeigneter Mittel 

@ Die Erfindung betrifft eine Methode zur Therapie von 

Storungen des Kohlehydratstoffwechsels durch Verbes- 

serung der zellularen Funktton der rnsulinsezernierenden 

p-Zellen durch induzierung der Proliferation und Verhin- 

derung ihres vorzeitfgen programmierten Zelitodes um 

dadurch die Menge des korpereigenen Insulins zu erhd- 

hen, das bei erhohten Blutzuckerspiegein ausgeschuttat 

warden kann. Eine bevorzugte Methode betrifft die Verab- 

reichung von Effektoren, die die Proteinkinase B/Akt in 

den insulinsezernierenden p-Zellen aktivieren. Bevorzug- 
te Effektoren beinhalten GLP-1, GIR Exendin-4 oder Ago- 

nisten des GLP-1 Rezeptors, Agonisten des GIP-Rezeptors 

und ihre pharmakologischen Saize und Derivate. Ferner 

beschreibt die Erfindung eine Methode Substanzen zu 

isolieren, die durch Aktivierung der PKB/Akt auf insulinse- 
m zernierende Zellen wachstumsfordernd wirken und einen 
f vorzeitigen Zelltod verhindern. 
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Beschreibung 
1. Kurzfassung 

Die Erfindung betrifft die Anwendung von Verfahren zur 5 
Therapie des Diabetes mellitus, bei denen es durch die Ver- 
abreichung von GLP-1, GIP oder analog wirkenden Sub- 
stanzen zur spezifischen Aklivierung der Serin-TTireoninki- 
nase Proteinkinase B/Akt (PKB/Akt) in insulinsezerniercn- 
den p-Zellen der Baucbspeicheldnise kommt. In Folge der 10 
Verabreichung von PKB/Akt-Aktivieningseifektoren wird 
cine Verbesserung der zeUulSren Funktion durch dne \%r- 
hinderung des Zelltodes und cine Steigerung der Prolifera- 
tion von insulinsezemieienden Zellen erreicht. Dadurch er- 
hoht sich die Menge des korpereigenen Insulins und des C- 15 
Peptids, das bei erhohten Blutzuckerspiegeln ausgeschuttet 
werden kann, was eine Stimulierung des KohlehydratstofiF- 
wechsels des behandelten Organismus nach sich zieht. Fer- 
ner beschreibt die Erfindung eine Methode Substanzen zu 
isolieren, die durch Aktivierung der PKB/Akt auf insulinse- 20 
zemierende Zellen wachstumsfordemd wirken und einen 
vorzeitigen Zelltod verhindem. 



2. Stand der Ibchnik 
Problemstellung 



25 



Bei der Therapie des Diabetes mellitus Typ U konunen 
hauptsachlich Verfahren zur Anwendung, die die Insulinse- 
kretion aus insulinsezemierenden p-2^ellen der Bauchspei- 30 
cheldriise erhohen (z. B. Sulfonylhamstoffe wie Glipencla- 
mid), die Glukoseaufnahme in die insulinsensitiven Gewebe 
erleichtem (z. B. Biguanide wie Metformin) oder die Anflu- 
tung von Glukose im Blut nach Nahrungsaufnahme vermin- 
dem (z. B. a-Glukosidaseinhibiloren wie Acarbose). Diese 35 
Therapieformen konnen jedoch in der Regel die Phase des 
absoluten Insulinmangels nicht verhindem sondem nur ver- 
zogem und k5nnen den Untergang der insulinproduzieren- 
den Zellen nicht verhindem sondem hochstens verzogem 
(Clark et al. Diabetes Res Clin Pract 28 Suppl (1995) S\ 40 
39-47, Coutant et al. Diabetes Metab 23 Suppl 3 (1997) 
25-28 und C. R. Kahn in Principles and Practice of Endocri- 
nology and Metabolism, Second Edition, K.L, Becker Ed 
(J.B. Lipincott Company, Philadelphia, (1995), 1198-1202, 
1210-1216)). 45 

Eine andere therapeutische Moglichkeit zur Behandlung 
des Diabetes mellitus besteht in der pharmakologischen An- 
wendung des Inkretineifektes (Ebert und Cieutzfeld Diab 
Met Rev 3 (1987) 1-16 und Dupre in The Endocrine Pan- 
creas, E, Samols, Ed (Raven Ptess, New York, ( 1991) 50 
253-281)). Nach oraler Aufnahme einer bestimmten Kalo- 
rienmenge kommt es zu einem hoheren Anstieg des Insulins 
im Plasma als nach parenteraler Verabreichung der gleichen 
Kalorienmenge. Diese hormonelle Wirkung wurde als In- 
kretineffekt bezeichnet (Ebert und Creutzfeld, vide sura, 55 
und Fehmann el al. Endocrine Rev 16 (1995) 390-410). Die 
Peptidhormone Glucose-dependent insulinotropic polypep- 
tide (GIP) und Glucagon-related peptide- 1 (GLP-1) wurden 
als Haupt-Inkretinhormone charakterisiert (Fehmann et al. 
vide sura). Im folgenden sind in der Bezeichnung GLP-1 60 
und GIP alle bioaktiven Formen von GLP-1 und GIP und ih- 
rer Analoge mit insulinotropen Wirkungen enthalten. Alter- 
nativ werden die bioaktiven Formen von GLP- 1 und GIP als 
Insulinotrope bezeichnet. GLP-1 und GIP werden nach Nah- 
mngsaufnhame aus endokrinen Zellen des Darmes freige- 65 
setzt und be wirken eine Insulinfreisetzung aus den insulin- 
sezemierenden ^Zellen des endokrinen Pankreas in Abhan- 
gigkeit vom Glukosespiegel im Plasma (Fehmann et al. vide 



sura und Volz et al. vide sura). Die Rezeptoren fiir GIP und 
GLP-1 wurden auf insulinsezemierenden ^Zellen nachge- 
wiesen. Nach Bindung von GLP-1 und GIP an ihre Rezepto- 
ren konmit es zu einem Anstieg des intrazellularen zykli- 
schen Adenosinmonophosphat und dadurch uber die Erho- 
hung des intazellul^n Calciums zu einer erleichterten In- 
sulinsekretion (Fehmann et al. vide sura, Volz et al. vide sura 
und Thorens in WO 9319175 und WO 9625487). 

Die pharmakologische Verabreichung von GLP-1 zur Be- 
handlung des Diabetes mellitus wird wegen der insulinotro- 
pen Wirkung dieses Peptides als erfolgversprechender The- 
rafneansatz angesehen (zum Beispiel Habener et al. WO 
9325579). Eine proliferative und anti-apoptotische \\^rkung 
von GLP-1 auf die insulinsezemierenden Zellen ist jedoch 
in WO 9325579 nicht beschrieben. 

Modifikationen von GLP-1 zum Beispiel durch lipophile 
Substitutionen einzeber Aminosauren (Knudsen et al. WO 
9808871) Oder durch parenterale Applikation mittels lonto- 
poresis (Glenn et al. WO 9325579) oder buccale Aufnahme 
der insulinotropen Wirksubstanzen (Gutniak et al. US 
5863555) zielen darauf ab, den insulinfreisetzenden Effekt 
von GLP-1 an den pankr&atischen P-Zellen zu verstSrken. 
Durch den Einsatz des langwirksamen Exendin-Analoge 
von GLP-1 (Hoffmann et al. WO 97/46584) soli ebenfalls 
eine therapeutische wirksame Insulinfreisetzung an den 
Zellen vemrsacht werden. Die hier aufgefuhrten Patent- 
schriften beschreiben jedoch lediglich die insulinotropen 
Wirkungen von GLP-1 oder GLP-1 Analogen oder GLP-1 
Derivaten. Eine proliferative und anti-apopiotische Wirkung 
von GLP- 1 auf die insulinsezemierenden Zellen ist jedoch 
weder in WO 9808871 , noch in WO 9325579. US 5863555, 
Oder WO 97/46584 beschrieben. 

Eine Therapie mittels GLP-1 oder Analogen, die darauf 
abzielt die katabolen Wirkungen nach Myokardinfarkt 
(Efendic WO 9808531) oder chinugischen EingriflFen (WO 
9808873) durch Insulinfreisetzung giinstig zu beeinflussen, 
wurden ebenfalls beschrieben, Auch hier werden weder pro- 
liferative noch antiapoptotische Wrkungen von GLP-1 be- 
schrieben. 

Urn den Untergang der insulinsezemierenden p-Zellen 
beim Diabetes mellitus entgegenzuwirken, werden verschie- 
dene Su-ategien exfjerimentell angewandt, die darauf zielen, 
die Menge an insulinsezemierenden Zellen zu erhohen. Die 
intemalionale Patentschrift WO 98/27210 (Jaspers et al.) 
beschreibt ein Verfahren, das durch die Verabreichung eines 
Insulin-Homologs die Menge an korpereigenen p-Zellen er- 
hohL Thorens beschreibt in WO 9625487 die Gabe von gen- 
technologisch heigestellten ZellLinien, die durch die Kopp- 
lung der Insulinsekretion an eine erfolgte Stimulation des 
GLP-1- Oder des GIP-Rezeptors dem Insulinmangel beim 
Diabetes mellitus entgegcn wirken. Einen ahnlichen thera- 
peutischen Weg durch die Anwendung sehr aufwendiger 
gentechnologischer Mittel beschreiben Soon-Shionet al. in 
W09749728. Diese Verfahren sind jedoch insgesamt sehr 
aufwendig und weit von einer klinischen Anwendung ent- 
femt. 

Die Proteinkinase B/Akt (PKB/Akt) ist eine ubiquitar cx- 
primierte Seriri-Threonin Kinase, die in drei Isoformen vor- 
kommt (PKBcx/Aktl. PKBB/Akt2, PKByAkl3; Coffer et al. 
Biochem. J. 335 ( 1998) 1-13). DieBedeutung der PKB/Akt 
fiir die Proliferation und Verhindemng des programmierten 
Zelltodes konnte fiir viele zellulare Systeme nachgewiesen 
werden (Coffer et al. vide sura). Die PKB/Akt kann durch 
Rezeptortyrosinkinasen fiir Wachstumsfaktoren oder durch 
G-Ptotein gekoppelte Rezeploren aktiviert werden (Muiga 
et al. J. 

BioL Cliem. 273 (1998) 19080-19085). Dadurch eignet 
sich die PKB/Akt in besonderer Weise als ein pharmakolo- 
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gischer Angriffspunkl um die Funktion zellularer Systeme 
durch Erhdhung der proliferativen AktivitSl und Verhinde- 
rung des vorzeitigen Zelllodes zu verbessem wie es Roenn- 
hohn et al. in WO 9901 15 1 fur eine Behandlung des insulin- 
resistenten Herzmuskels mit Wachstumshonnonpraparaten 5 
beschreiben. 

Losung 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, durch die V&r- to 
abreichung einer phannakologisch aktiven Substanz die zel- 
lulare Funkdon insulinsezemierender p-Zellen zu verbes- 
sem indem durch die Aklivierung der PKB/Akt diese zum 
Wachstum angeregt werden und ihr fruhzeitiger program- 
mierter Zelltod verhinderl wird, um dadurch die Phase des is 
reiadven und absoluten Insuiinmangels bei der Therapie des 
Diabetes mellitus zu verhindem. Die Substanz soli iiber ei- 
nen auf den insulinsezemierenden P-Zellen lokalisierten Re- 
zeptor wirken und durch die Vermitdung des durch die U- 
gandenbindung akdvierten Rezeptors intrazellulare Signal- 20 
transduktionsmolektile akdvieren, die proliferadv und anti- 
apototisch wirken. Um eine spezifische Wirkung an den in- 
sulinsezemierenden ^Zellen zu eireichen, soil die phanna- 
kologisch aktive Substanz an Rezeptoren binden, die vor al- 
lem auf insulinsezemierenden Zellen exprimiert werden. 25 

3. Beschreibung des Verfahroas 

Diese Aufgabe wird eriindungsgemaB dadurch gelost, 
dass eine efTekdve Dosis von GLP-1, GIP, Exendin oder de- 30 
ren Analogen verabreicht wird. Dadurch werden die, auf 
den insulinsezemierenden ^Zellen befindlichen, Rezepto- 
ren fUr GLP-1 Oder GIP akdviert, die wiederum die intrazel- 
lulare Kinase PKB/Akt akdvieren. Als Folge dieser PKB/ 
Akt Aktivierung kommt es zu einer Proliferadon der insu- 35 
linsezernierenden P-Zellen und zu einer Verhinderung des 
friihzeitigen, durch die diabedsche Stoffwechsellage ausge- 
losten, programmierten Zelltod der insulinsezemierenden 
Zellen. Dadurch erhoht sich die Mengen des korpereigenen 
Insulins und des C-Peptids, das bei erhohter Blutzuckerspie- 40 
geln ausgeschiittet werden kann, was eine Stimulierung des 
Kohlehydratstoffwechsels des behandelten Organismus 
nach sich zieht. 

In einer Ausbildung der Methode wird GLP-1 in einer 
Dosis von 1 bis 50 picoM/kg Korpeigewicht/Minute intra- 4S 
vends verabreicht oder in einer Dosis von 0.1 bis 50 na- 
noM/kg Korpefgewicht/Minute subkutan. 

Nach einer anderen Ausbildung der Methode wird GIP in 
einer Dosierung von 1 bis 50 picoM/kg Korpergewicht/Mi- 
nute intravenos verabreicht oder in einer Dosis von 0.1 bis 50 
50 nanoM/kg Korpergewicht/Minule subkutan. 

Eine weitere Ausbildung der Methode besleht darin, dass 
Exendin-4 in einer Dosierung von 50 bis 500nanoM/kg 
Korpergewicht/Minute intravenos verabreicht wird oder in 
einer Dosis von 5 bis 500 microM/kg K5rpergewicht/Mi- 55 
nute subkutan. 

In einer weiteren Ausbildung der Methode werden phar- 
makologisch akdve Substanzen mit agonisdscher Wirkung 
am GLP-1 Rezeptor oder am GIP Rezeptor in einer Dosis 
verabreicht, die die GLP-1- und GIP-Rezeptoren so aktivie- 60 
ren, dass dadurch die PKB/Akt akdviert wird. Die agoni- 
sdsch wirkenden Substanzen am GLP-1- oder GIP- Rezeptor 
konnen pepdderge Agonisten oder nicht pepliderge Agoni- 
sten sein und intravenos, subkutan, inlramuskular, transder- 
mal, oral, buccal oder sublingual verabreicht werden. Wei- 65 
terhin ist die Verabreichungsform bei oraler Gabe eine Ta- 
blette, eine Pi lie, ein Dragee, eine Kapsel oder ein Granu- 
lum. 
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In einer besonders vorteilhaflen Form der Ausbildung der 
Methode wird GLP-1 oder eine Substanz mit agonisdscher 
Wirkung am GLP-1 Rezeptor und GIP oder eine Substanz 
mit agonisdscher ^^^rlcung am GIP Rezeptor zusanmien ver- 
abreicht. Die Kombinadonsbehandlung kann auch aus der 
Verabreichung von Exendin-4 oder einer analog wirkenden 
Substanz zusammen mit GIP oder einer Substanz mit agoni- 
sdscher Widcung am GIP-Rezeptor bestehen. 

Die erfiiidungsgem^e Ausbildung der Methode kann an- 
gewandt werden bei alien primSren Formen des Diabetes 
mellitus (Diabetes mellitus lyp 1 und 2, MODY-Formen des 
Diabetes) und bei sekundaren Formen des Diabetes melli- 
tus. Eine weitere besonders vorteilhafte Ausbildung der Me- 
thode besteht in der Anwendung bei Vorstufen des Diabetes 
mellitus Typ 1 und 2 insbesondere im Stadium der einge- 
schrankten Glukosetoleranz. 

Eine Weiterentwicklung der erfindungsgemafien Methode 
besteht in der Etablierung eines Versuchsansatzes zur Isolie- 
mng von Substanzen, die auf insulinsezemierende p-Zellen 
wachstumsfordemd wirken und einen programmierten Zell- 
tod verhindem. Zellen, die weitgehend den insulinsezemie- 
renden p-Zellen in ihren physiologischen und pathophysio- 
logischen Eigenschaften entsprechen, werden kultiviert und 
mit pharmakologischen Substanzen bei verschiedenen GIu- 
kosekonzentradonen inkubiert. Die proliferative Aktivitat 
wird durch den Einbau von ^H-Thymidin oder durch Um- 
wandlung eines Tetrazoliumfarbstoffes (Carmichel et. al. 
Cancer Res. 47 (1987) 943-946) gemessen. Proliferadv ak- 
dve Substanzen werden nachfolgend durch den Vergleich in 
anderen Zellsystemen auf die Spezifitat der Proliferadonsin- 
dukdon getestet. Die Mrkung auf die PKB/Akt wird in ei- 
nen Immunoblot mit akdvierungsspezifischen Andkdipem 
(New England Biolabs), durch Gelschift oder in einem Akt- 
assay (Coffer et al. vide sura) besdmmt. 

In einer Ausbildung der Methode sind die Zellen INS-1 
ZeUen, HTT-ZeUen, p-TC-Zellen oder RINmF5-Zellen (As- 
fari et al. Endocrinology 130 (1992) 167-178). Eine weitere 
besonders vorteilhafte Ausbildung der Methode besteht in 
der Verwendung isolierter Insel-Zellen aus Saugederen, vor- 
zugsweise aus Ratten oder Schweinen (Lacy et al. Diabetes 
16 (1967) 39ff). .. .. 

Eine weitere Ausbildung der Mediode besteht in der Be- 
sdmmung der and-apoptpdschen )^^rkung von pharmakolo- 
gischen Substanzen durch die Kuldvierung von Insel-Zellen 
oder P-ZellLinien wie oben beschrieben ohne Serum im 
Zell-Kulturmedium. Unter diesen Bedingungen untergehen 
die Insel-Zellen in Abhangigkeit von der Glukosekonzentra- 
don im Zell-Kulturmedium nach 24 h bis 48 h einem pro- 
grammierten Zelltod, der durch verschiedene Verfahren wie 
zum Beispiel dem Nucleosomenassay oder der DNA-Frag- 
menderung (siehe Kalalog Roche Molecular Biochemicals 
1999 Biochemicals Catalog Seite 254-281) besdmmt wer- 
den kann. Durch den Zusatz von pharmakologischen Sub- 
stanzen in den Versuchsansatz kann die and-apoptoUsche 
Wirkung ermittelt werden. 

4. ^rteile und Neuheiten des Verfahrens 

Besonders vorteilhafl ist bei dem beschriebenen Verfah- 
ren, dass durch die Gabe von pharmakologisch aktiven Sub- 
stanzen ein Wachstum und ein Schutz Vor einem friihzeiti- 
gen programmierten Zelltod der insulinproduzierenden p- 
Zellen erreicht wird. Dadurch unterscheidet sich die Me- 
thode wesendich von anderen therapeutischen Methoden in 
der Behandlung des Diabetes mellitus. Die etablierten thera- 
peutischen Verfahren in der Behandlung der diabetischen 
Stoffwechsellage beinhalten eine Steigerung der Insulinse- 
kretion, eine Verbesserung der Glukoseaufnahme in die 
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Zelle, eine Hemmung der Glukoneogenese in der Leber, 
eine Verniinderung der Resoibtion von Kohlehydraten und 
die Gabe von Insulin in verschiedenen pharmakologischen 
Zubereitungen (C.R. Kahn in Principles and Practice of En- 
docrinology and Metabolism, Second Edition, K.L. Becker 5 
Ed (J.B. Lipincolt Company, Philadelphia, (1995). 
1 198-1202, 1210-1216; Clark et al. Diabetes Res Clin Pract 
28 Suppl (1995) S39-47 und Coutanl et al. Diabetes Metab 
23 Suppl 3 (1997) 25-28). Durch die gezielte pharmakologi- 
sche Induzierung einer gesteigerten Proliferation und einer lO 
Verhinderung des friihzeitigen programmierten Zelltodes 
der insulinproduzi^enden P-ZeUen kann die Menge des 
k&ipereigenen Insulins erhdht werden. Dadurch wild die 
diabetische Stoffwecbseliage giinstig beeinfluBt Die beson- 
dere Situation, dass auf den insulinproduzierenden Zellen is 
G-Protein gekoppelte Rezeptoren der Inkretinhormone GIP 
und GLP-1 exprimiert werden, die nach Ligandenbindung 
bei eriiohten Glukosekonzentrationen eine erhohten Akti- 
vierungsgrad der PKB/Akt bewirken, ist besonders vorteil- 
hafl fur ihre pharmakologische Beeinflussung. Die hier dar- 20 
gestellten Verfahren stellen zum ersten Mai eine Methode 
dar, bei der es durch die Aktivierung der GLP-1- und GBP- 
Rezeptoren auf den insulinproduzierenden Zellen durch die 
Aktivierung der PKB/Akt zu einer Steigerung der Prolifera- 
tion und zu einem Schutz vor einem friihzeitigen program- 25 
mierten Zelltod kommt. In einer Weiterentwicklung der Me- 
thode werden Verfahren dargestellt, die es erlauben gezielt 
extra- und intrazellulare Effektoren fur eine Aktivierung der 
PKB/Akt in insulinproduzierenden Zellen zu isoli^en. 

30 

5. Anwendiingsbeispiele 

5.1 Melabolische Aktivitat in der p-Zell-Linie INS-1 nach 
Stimulierung mit Insulin, IGF-1 und GLP-1 
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INS-1 Zellen (Asfari et al. vide sura; Passage 80-110) 
wurden in 96 well Zell-Kulturschalen in RPMI 1640 Me- 
dium (Gibco) mit 10% Kalberserum (Sigma, Deisenhofen, 
FRG) kultiviert. Nach einer Hungerphase von 24 h in RPMI 
1640 ohne Kalberserum wurden die Zellen bei verschiede- 40 
nen Glukosekonzentrationen mit GLP-1 (100 nM; Bachem, 
Bubendorf, CH), IGF-1 (10 nM; Bachem) und Insulin 
(100 nM; Huminsulin Hoechst) fur 20 h stimuliert. Die me- 
labolische Aktivitat als MaB der Zell-Proliferation wurde 
mit einem Tetrazoliumfarbstoff (EZ4U, Biomedica, Wien, 45 
A) bestimmt. Der FarbstofF wurde fur 6 h in dem Stimulati- 
onsmedium belassen und danach wurde die Exdnkdon bei 
450 nm in einem EUSA-Reader bestimmt Die Stimulation 
mit 100 nM GLP-1 fiihne zu einer glukoseabhangigen Pro- 
liferation der INS-1 Zellen, die bei 10 mM Glukose mit 31% 50 
und bei 15 mM mit 41% circa doppelt so hoch war wie bei 
einer alleinigen Stimulation mit 10 mM Glukose (13%) und 
15 mM Glukose (23,5%). Dabei lag die Stimulation durch 
GLP-1 auf die metabolische Aktivitat ungefahr gleich hoch 
wie bei einer Stimulation mit 100 nM Insulin und 10 nM 55 
IGF-1 (Abb. 1). Die proliferative Aktivitat wurde als pro- 
zentu ale Relation im Vergleich zu einer Stimulation der Zel- 
len mit 10 mM Glukose und 10% Kalberserum bestimmt. 

5.2 Bestimmung der PKB/Akt Aktivierung durch GLP- 1 60 

INS-1 Zellen wurden kultiviert wie oben beschrieben. 
Die Zellen wurden iiber Nacht in RPMI 1640 Medium ohne 
Serumzusatz gehungert. Die Stimulation der Zellen erfolgte 
mit GLP-1, Insulin und IGF-1. Zur Bestimmung des Zeit- 65 
verlaufes der PKB/Akt Aktivierung wurden die Zellen bei 
10 mM Glukose mit GLP- 1 , Insulin und IGF- 1 in einer Kon- 
zentration von 10 nmol zwischen 3 und 360 Minuten stimu- 



liert. Die Zellen wurden lysiert und 10O*zg Pkotein wurden 
auf mil einem 7%igen SDS-PAGE Gel aufgetrcnnl, auf Ni- 

trozellulose Membranen transferiert und die aktivierle PKB/ 
Akt wurde mit einem phospho-spezifischen Antikorper ge- 
gen pSer473 der PKBo/Aktl nachgewiesen. Ein Immuno- 
blot fui die Gesamlform der PKB/Akt dienle als Kontrolle 
(New England Biolabs). Das Maximum der PKB/Akt Akti- 
vierung durch GLP-1 lag bei 360 Minuten (Abb. 2A) wah- 
rend Insulin (Abb. 2B) und IGF-1 (Abb. 2C) die PKB/Akt 
zwischen 3 und 30 Minuten maximal stimulierten. 

Um die Dosis-Wirkungskurve von GLP-1 im Vergleich 
zu Insulin und IGF-1 zu bestinunen, wurden INS-1 Zellen 
Uber Nacht in RPMI Medium ohne Serumzusatz gehungert 
und danach fiir 10 Minuten (Insulin und IGF- 1) beziehungs- 
weise 360 Minuten (GLP-1) stimuliert GLP-1 fuhrte zu ei- 
ner halbmaximalen Aktivierung in einer Konzentration von 
10 nM (Abb. 3A) wahrend die halbmaximale Stimulation 
ftlr Insulin bei 50 nM (Abb. 3B) und fiir IGF-1 bei 1 nM 
(Abb. 3C) lag. Die Bestimmung der PKB/Akt Aktivitat 
wurde durchgeflihrt wie oben beschrieben. 

Die Glukoseabhangigkeit der PKB/Akt Aktivierung 
wurde durch Stimulation mit 10 nM GLP-1 (60 Minuten) 
und 10 nM Insulin und 10 nM IGF-1 (jeweils 10 Minuten) 
bestimmt (Abb. 4). Die Messung der PKB/Akt Aktivierung 
wurde durchgefuhrt wie oben beschrieben. Der Grad der 
PKB/Akt Aktivierung konnte durch eine Steigerung des 
Glukosezusatzes im Medium erhoht werden. Dabei zeigte 
sich auch eine Erhohung der PKB/Akt Aktivierung durch 
GLP-1, Insulin und IGF-1 bei supraphysiologischen Gluko- 
sekonzentrationen (Abb. 4). 

8. Erlauterungen zu den Abbildungen 

Abb. 1: Bestimmung der metabolischen Aktivitat in der 
^Zell-Linie INS-1 bei verschiedenen Glukosekonzentratio- 
nen und nach Stimulierung mit 10 nM IGF-1 und 100 nM 
Insulin und IGF-1. Der Grad der metabolischen Aktivierung 
ist als prozentuale Relation im Vergleich zur metabolischen 
Aktivitat bei 10 mM Glukose und 10% Kalberserum im Sti- 
mulationsmedium angegeben. Eigebnisse aus 12 unabhan- 
gigen Versuchen. 

Abb. 2: Zeitverlauf der ProteinkinaseB/Akt Aktivierung 
in der der P-ZeU-Linie INS-1 durch GLP-1 (A), Insulin (B) 
und IGF-1 (Q. INS-1 Zellen wurden iiber Nacht in RPMI 
1640 Medium gehungert und mit 10 nM GLP-1, Insulin und 
IGF-1 stimuliert. Die Aktivierung der PKB/Akt wurde 
durch Auftrennung der Proteine in einem 7%igen SDS-Page 
Gel und nachfolgenden Immunoblot mil einem aktivie- 
rungsspezifischen Antik5rper gegen das phosphorylierte Se- 
rin 473 der PKBo/Aktl (New England Biolabs) nachgewie- 
sen. Ergebnisse aus 3-5 Versuchen, 

Abb. 3: Dosis-Wirkungskurve der PKB/Akt Aktivierung 
in der der P-Zell-Linie INS-1 durch GLP-1 (A), Insulin (B) 
und IGF-1 (C^. mS-l Zellen wurden iiber Nacht in RPMI 
1640 Medium gehungert und mit verschiedenen Konzenlra- 
tionen von GLP-1, Insulin und IGF-1 stimuliert. Die Akti- 
vierung der PKB/Akt wurde durch Auftrennung der Pro- 
teine in einem 7%igen SDS-Page Gel und nachfolgenden 
Inmiunoblot mit einem aktivierungsspezilischen Antikorper 
gegen das phosphorylierte Serin 473 der PKBo/Aktl (New 
England Biolabs) nachgewiesen. Ergebnisse aus 3-6 Versu- 
chen. 

Abb. 4: Glukoseabhangigkeit der ProteinkinaseB/Akt 
Aktivierung in der der P-zell-Linie INS- 1 durch GLP- 1 (A), 
Insulin (B) und IGF-1 (C). INS-1 Zellen wurden uber Nacht 
in RPMI 1640 Medium gehungert und bei verschiedenen 
Glukosekonzentrationen mit 10 nM GLP-1, Insulin und 
IGF-1 stimuliert Die Aktivierung der PKB/Akt wurde 
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durch Auflrennung der Ptoteine in einem 7%igeD SDS-Page 
Gel und nacbfolgenden Immunoblot mit einem alctivie- 
rungsspezifischen Andkorper gegen das phosphorylierte Se- 
rin 473 der PKBo/Aktl (New England Biolabs) nacbgewie- 
sen. Eigebnisse aus 3-6 Versucben. S 

Patentansprtiche 

1. Die Verwendung eines pharmazeulischen Mitteis, 
das GLP-1, einen GLP-1 Agonisten oder ein GLP-1 lO 
Derivat enthalt, urn die insulinsezemierenden p-Zellen 
zur Proliferation anzuregen und ihren vorzeitigen pro- 
grammierten Zelitod zu verhindem. 

2. Die Verwendung eines pharmazeutischen Mittels, 
das GIP, einen GIP Agonisten oder ein GIP Derivat I5 
enthalt, um die insulinsezemierenden P-Zellen zur Pro- 
liferation anzuregen und ihren vorzeitigen program- 
mierten Zelitod zu verhindem. 

3. Den Gebrauch eines pharmazeutischen Mittels, das 
Exendin-4, einen Exendin-4 Agonisten oder ein Exen- 20 
din-4 Derivat enthalt, um die insulinsezemierenden 
Zelien zur Proliferation anzuregen und ihren vorzeiti- 
gen programmierten Zelitod zu verhindem. 

4. Eine Methode Zustande mit gestortem Kohlehydrat- 
stoffwechsel durch Aktivieiung der PKB/Akt in insu- 25 
linproduzierenden ^ZeUen zu behandeln, indem ein 
pharmazeutisches Mittel, bestehend aus GLP-1, GLP-1 
Agonisten, GLP-1 Derivaten, Agonisten des GLP-1 
Rezeptors, Agonisten der GLP-1 Signal TVansdukti- 
onskaskade, Mittel, die die Synthese endogenen GLP- 1 30 
stimuli eren, Mittel, die die Freisetzung von GLP-1 sti- 
mulieren und ihrer pharmakologischen Salze, verab- 
reicht wird. 

5. Eine Methode nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das pharmazeutisches Mittel aus der 3S 
Gruppe, bestehend aus GIP-1, GIP-1 Agonisten, GIP-1 
Derivaten, Agonisten des GIP-1 Rezeptors, Agonisten 
der GIP-1 Signal IVansduktionskaskade, Mittel, die die 
Synthese endogenen GIP-1 stimulieren, Mittel, die die 
Freisetzung von GIP-1 stimulieren und ihre pharmako- 40 
logischen Salze, ausgewahll wird, 

6. Eine Methode nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das pharmazeutische Mittel aus der 
Gruppe, bestehend aus Exendin-4 und Exendin-4 Ago- 
nisten und Exendin-4 Derivate und ihrer pharmakolo- 45 
gischen Salze, ausgewahlt wird. 

7. Eine Methode nach Anspmch 4, 5 und 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Zustand mit gest5rtem Koh- 
lehydratstofiSvechsel aus der Gruppe Diabetes meilitus 
Typ 1 und 2, MODY, Gestationsdiabetes und sekundS- 50 
rer Diabetes ausgewahlt isL 

8. Eine Methode nach Anspruch 4, 5, 6 und 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass das pharmazeutische Mittel pa- 
renteral verabreicht wird. 

9. Eine Methode nach Anpruch 8, dadurch gekenn- 55 
zeichnet, dass das Mittel inU^venos verabreicht wird. 

10. Eine Methode nach Anpruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Mittel subkutan verabreicht wird. 

11. Eine Methode nach Anpruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Mittel U:ansdermal verabreicht wird. 60 

12. Eine Methode nach Anpmch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Mittel intramuskular verabreicht 
wird. 

13. Eine Methode nach Anpruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Mittel buccal verabreicht wird. 65 

14. Eine Methode nach Anpruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Mittel sublingual verabreicht wird. 

15. Eine Methode nach Anpmch 9, 10, 11 und 12, da- 
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durch gekennzeichnet, dass das Mittel kontinuierlich 
verabreicht wird. 

16. Eine Methode nach Anspmch 4, 5, 6 und 7, da- 
durch gekennzeichnet, dass das pharmazeutische Mit- 
tel oral verabreicht wird. 

17. Eine Methode nach Anspmch 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die pharmazeutische Zubereitung aus 
der Gmppe, bestehend aus einer Tkblette, einer Pi lie, 
dnem Dragee, einer Kapsel oder einem Granulum, 
ausgewShlt wird. 

18. Eine Methode nach Anspmch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass GLP-1 in einer Dosis von 1 bis 50 pi- 
coM/kg Korpergewicht/Nfinute intravends verabreicht 
wird Oder in einer Dosis von 0.1 bis 50 nanoM/kg Kor- 
pergewicht/Minute subkutan. 

19. Eine Methode nach Anspmch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass GEP in einer Dosiemng von 1 bis 50 pi- 
ooM/kg Korpergewicht/Minute intravenos verabreicht 
wird oder in einer Dosis von 0. 1 bis 50 nanoM/kg Kor- 
pergewicht/Minute subkutan. 

20. Eine Methode nach Anspmch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass Exendin-4 in einer Dosiemng von 50 bis 
500 nanoM/kg K5rpergewicht/Minute intravenos ver- 
abreicht wird oder in einer Dosis von 5 bis 500 mi- 
croM/kg Korpergewicht/Minute subkutan. 

21. Eine Methode nach Anspmch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das pharmazeutische Mittel auch par- 
Uelle Anatgonisten des GLP-1 Rezeptors oder der 
GLP-1 Rezeptor SignalU-ansduktionskaskade enthalt. 

22. Eine Methode nach Anspmch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das pharmazeutische Mittel auch par- 
tielle Anatgonisten des GIP-1 Rezeptors oder der GIP- 
1 Rezeptor Signaltransduktionskaskade enthalt. 

23. Eine Methode nach Anspmch 4, 5 und 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass das pharmakologische Mittel ein 
Kombinationspraparat bestehend aus GLP-1, GIP und 
Exendin-4 ist. 

24. Eine Methode nach Anspmch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet, das die pharmakologischen Mittel aus der 
Gmppe, bestehend aus bestehend aus GLP-1, GLP-1 
Agonisten, GLP-1 Derivaten, Agonisten des GLP-1 
Rezeptors, Agonisten der GLP-1 Signal Transdukti- 
onskaskade, Mittel, die die Synthese endogenen GLP-1 
stimulieren, Mittel, die die Freisetzung von GLP-1 sti- 
mulieren und ihrer pharmakologischen Salze, und GIP- 
1, GIP-1 Agonisten, GIP-l Derivaten, Agonisten des 
GIP-1 Rezeptors, Agonisten der GIP-1 Signal Trans- 
duktionskaskade, Mitiel, die die Synthese endogenen 
GIP-1 stimulieren, Mittel, die die Freisetzung von GIP- 
1 stimulieren und ihre pharmakologischen Salze sowie 
Exendin-4 und Exendin-4 Agonisten und Exendin-4 
Derivate und ihrer pharmakologischen Salze, ausge- 
wahlt wird. 

25. Eine Methode nach Anspmch 24, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Kombinationspraparat eine Methode 
nach Anspmch 8 bis 18 ist. 

26. Die Verwendung der Methode nach Anspmch 
1-25, mit dem Ziel, dass der GlukosestofFwechsel nor- 
malisiert wird. 

27. Die Verwendung der Methode nach Anspmch 
1-25, mit dem Ziel, dass der Lipidsloffwechsel norma- 
lisiert wird. 

28. Die Verwendung der Methode nach Anspmch 
1-27, im Stadium der gestorten Glukosetoleranz. 

29. Die Verwendung der Methode nach Anspmch 
1-28, dadurch gekenzeichnet, dass die Methode im Zu- 
stand der Insulinresistenz nach chimrgischen Eingrif- 
fen Oder Myokardinfarkl angewandt wird. 
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30. Eine Methode p-Zell-speziiische Akdviexungs-Ef- 
fektoren derPKB/Akt zu isolieien, indem die prolifera- 
tive Aktivitat pharmakologischer Stoffe in ZcU-Proli- 
ferationsversuchen gemessen werden. 

31. Eine Methode nach Anspruch 30, dadurch gekenn- 5 
zeichnet, dass die anti-apoptotische Aktivitat pharaia- 
kologischer StofiPe gemessen wird. 

32. Eine Methode nach Anspruch 30 und 31, dadurch 
gekennzeichnel, dass die Zellen INS-1 Zellen, HTT- 
Zeilen, P-TC-ZeUen oder R]NniF5-Zeilen darstellen. lO 

33. Eine Methode nach Anspruch 32, dadurch gekenn- 
zeichnel, dass die Zellen isolierte Inselzellen darstel- 
len. 
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Abbildung 1. Metabolische Aktivitat in INS-1 Zellen 
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Abbildung 2 . Zeitverlauf dex PKB/Akt Aktxviexung in INS-1 
Zellen durch GLP-l, Insulin und I6F-1 
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Abbildung 3. Dosxs-Wirlcungskurve der PKB/Akt Aktivierung in 
ZNS-1 Zellen durch 6LP-1, Insulin und 
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Abbildung 4. Glukoseabhtoglglcelt der PKB/Akt: Alcti^ierung in 
INS-1 Zellen durch Insulin und IGF-1 
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